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Summary: Recently 1 have established an assay for the snake venom coaggulutinin 
activity of platelets (botrocetin cofactor: Bcof) that is specifical1y dependent on the 
amount of plasma von Willebrand factor (vWF)， and suggested that this assay can be used 
as an alternative diagnostic method for von Willebrand disease (vWD). In this study， 1 
have measured Bcof in a total of 50 plasmas from patients with hemophilia A and 45 
plasmas from those with vWD. N ext， vWF in patient plasmas with vWD was indirectly 
radiolabeled by [1251] anti-vWF monoclonal antibody designated as 2.2.9 to evaluate 
botrocetin引 lediatedbinding abi1ity to platelet glycoprotein Ib (GPIb). The result of this 
assay was compared with that of the previous assay using antibiotic ristocetin， which also 
mediates the interaction between vWF and GPlb. 
In hemophilia A， Bcof was significantly higher (152.5士108%)than normal and showed 
a good correlation to vWF antigen (vWF: Ag) or ristocetin cofactor (Rcof) (vWF: Ag/ 
Bcof r = 0.93， Rcof/Bcof r = 0.92). In vWD patients， the levels of Bcof were significantly 
lower than normal， usually less than 47%. In 23 cases of Type 1 vWD， Bcof ranged from 
below 5% to 47%. In vWD patients with Type IIA (8 cases)， IIC (3 cases) and IIF (1 
case)， Bcof levels were moderately decreased， ranging from below 5% to 30% but higher 
than Rcof. In Type IIB (3 cases)， IID (2 cases) and IIE (2 cases)， Bcof showed a parallel 
decrease (24%-40%) with Rcof. Indirectly radiolabeled vWF in al1 patient plasmas except 
for Type IIB showed more decreased binding than normal， ingood accord with Bcof. In 
Type IIB， both the ristocetin and botrocetin mediated vWF binding abilitity were enhanced 
(120-140%). In Types IIA， IIC and IIF， botrocetin-mediated binding abi1ty was distributed 
from 30% to 60%， whereas ristocetin-mediated binding abi1ities stayed within 5%-10%. 
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像にくわえて， i.出血時間， ii.血小板粘着能， ii.第四因子
活性(vm:C)， iv. vWF抗原(vWF:Ag)， v.リストセチ
ン惹起血小板凝集 (ristoc巴tininduced platelet aggrega-
tion， RIPA)， vi.患者血禁中のリストセチン・コファクタ
ー活性 (ristoc巴tincofactor activity， Rcof)などの測定
が必要である.さらに，本症の各種病型の済定には，i)




標識抗ヒト vWF家兎 IgGで免疫固定し，次いで autor-
adiographyを行なうと，正常血援中の vWFは1.0
-20 x 10' daltonにおよぶ十数本の multimerbandの
senesとして観察される.この所見は vWDの病型分類
上の基本項目としてとりあげられ，現在， vWDは， 1 
vwF:Ag (vWF蛋白量〉は低下するも multimerの各
seriesは正常と同様に存在する Type1， 2. vWF : Ag 
量は必ずしも低下しないが multim巴r構造に異常が見ら
れる TypeI， 3.vWF : Agが欠如しすべての multim巴r
を欠く TypeIIIに大別されている.Typ巴Iは血祭vWF
蛋自の量的合成障害症と考えられているが， Ia， Ib， Ic，
1 New Yorkなどの subtypeの存在が報告されてい
る4)5)へTypeIは血竣 vWFの量的ならびに質的異常が











































1 対象 vWD患者 45例および血友病 A愚者 50例に
ついて検索した.vWDの病型は Type1 23例， Type I 
19例および Typ巴III3例であった.このうち vWFの質
的障害症で largemultimer欠乏を特徴とする TypeI 
はさらに数種の亜型に分類されるが， IIA 8例， IIB 3例，
IIC 3例の自験例の他， IID 2例(米国 Scripps研究所
Zimmerman博士より提供を受けた)， IIE 2例cl例は慶
応大学池田博士， 1例は Zirnmerman博土より提供を受
けた)， IIF 1例 (Zimmerman博士提供〉であった.こ
れら亜型の特徴的所見については成績ならびに考案で記
載する.
































NaN3加 0.05Mトリス 0.15M食塩緩衝液 (pH7.4) (以
降 TBS)0.5mlで1回洗浄しその中に 2.2.9を0.5ml
(2mg/ml)と Carrier-fre巴 Na ['25I] (Amersham 
Corp.) 1mCiを加えゆっくりまぜ 2分間室温放置した.
さらにその混合液を TBSで平衡化した 10mlピペット
を利用した自家製 Sephadex G-25 (Pharmacia fine 
Chem.)カラム (kIx7cm)に添加した.その voidvolume 
を0.5mlづっ 20本の試験管に採取し，それぞれの放射活
性を測定してその peak部分を 3-4本集め [1吋]ラベル
2.2目9とした.蛋白定量は 280nmにおける吸光度より
19Gのextinctionco巴fficientE'% 280=14.3を用いて測


































間インキュベートした。次に botrocetinを終濃度 5，10， 











1. 血友病 A)患者 50例の Bcof活性は 51-300%に分
(22 ) 西 尾 健治
布し，その平均土2SDは152.6:t108%で，健康成人 50名 3例， IIC 3例， IID 2例， IIE 2例および IIFl例， Type 
の102.0:t57.2%に比し高値であった. Rcof活性は 163. II 3例の計45例について Bcof活性を測定し， Rcof活
1:t11.9%， vWF: Agは153士101.8%でいずれも健康成 性およびvWF:Ag量と対比検討した.
人 50名の Rcof:97.1:t46.0， vWF: Ag: 94.2:t48.6より vWF蛋白の欠如症である TypeIIの3例では， Bcof 
も高値を呈していた.Bcof 活性， Rcof活性およびvWF: 活性， Rcof活性，およびvWF:Ag量ともいずれも 5%
Agのそれぞれの相関はvWF: Ag/Bcof r = 0泊， Rcof/ 以下であった。 vWF:Ag量が 5%以下から 49%と低下
Bcof r=0.92， vWF: Ag/Rcof r=0.92で互いによく相 するも multimer構成は正常である Typ巴 123例では，
関していた (Fig.2). Bcof活性は 5%以下-47%で， Rcof活性は 5%以下
2. vWD患者の Bcof，Rcofお よ びvWF:Ag量 -30%でBcof活性より低下する傾向が認められた
vWDのType1 23例， Type I 19例，内 IIA8例， IIB (Fig. 3). 
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Fig. 1. Ristocetin or botrocetio-induced vWF binding assay using ['25IJ 
labeled anti目vWFmonoclonal antibody 2.2.9 in plasma milieu. Seventy 
μ1 of plasma， 5μ1 of inhibitor cocktail， 5μ1 of TBS or NMC-4， 20μ1 of 
formalinイixedplatelets (f.c. 1 X 105/μ1) and 12.5μ1 of ['251]-2.2.9 (f.c 
21μg/ml ; 1.5 x 10'cpm/mg) wer巴incubatedat 3TC for two hours in the 
presence (f.c. 100μg/ml) or absence of NMC-4. Th巴na 12.5μ1 of 
ristocetin or botrocetin was added to give a final concentration of 0 
-lmg/ml or 0-50μg/ml respectively. After 30min incubation at room 
temperature， two 50μ1 aliquots of the mixture were layered over 20% 
sucrose cushion (30μ1) in 500μ1 Sarstedt microfuge tubes， and bound 
ligand was separated from free ligand by a 5min centrifugation at 12. 
OOOg. Th巴 tubetips containing bound ligand were amputat巴dand 
count巴din a gamma counter. 
蛇毒 Botrocetinで発現されるvonWillebrand因子活性に関する研究 (23 ) 
Bcof activity (%) Bcof activity (%) 
Fig. 2. Relationships between Bcof and Rcof (left)， Bcof and vWF: Ag (right) in healthy adults and patients 
with haemophilia A. Normal female are indicated as closed circles (e)， normal male as open circles 
(0) and patients with haemophilia A as open triangles (ム).
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Fig. 3. Relationships between Bcof and Rcof (left)， Bcof and vWF: Ag (right) in patients with type 1 vWD 
and type II vWD. Patients with type 1 are indicated as open circles (0) and patients with type II 
as closed triangles (企).
vWF蛋白の質的異常の病型は TypeIと総称され 察するため， Bcof活性測定系の botrocetin濃度を約 2
る.そのうち largeおよび intermediatemultimerが欠 -16倍希釈して添加しその凝集を観察した.正常血撲で
乏し且つ ristocetin凝集能 (RIPA)が著しく低下する I は2.3μg/ml以下の濃度では，凝集が惹起きれなかった
Aの8例では， vWF:Ag量は 42-72%と軽度低下する が， IIB患者血援では1.8-2.3μg/mlの低濃度でも凝集
のみであったが， Bcof活性は 5-30%と中等度に低下し が惹起され， ristocetinの場合と同様凝集の enhanceが
ていた. Rcof活性は 7%の1例以外すべて 5%以下であ 観察された.又，同様に IIA患者血竣についても調べた
った. Type IIBはlargemultimerは欠乏するが低濃度 が凝集には 14.4μg/ml以上の濃度が必要であった (Fig.
のRistocetinで血小板凝集が惹起される病型であ 4).また本病型で、は 30μg/mlのbotrocetin濃度で測定
る17)18). Botrocetinで惹起される場合の血小板凝集を観 した患者血疑の Bcof活想は 24-40%と中等度に低下
(24 ) 西 尾 健治
し， Rcof活性とほぼ同様で， vWF:Agは50-60%であ 5%以下-9%であった.TypeIIDは3%agaroseg巴l上
った.Type I Cはmultimer構成で singlebandを反復 正常の 5band pattemと異なり 4band pattemを示す
しsmallestmultimerが増加する特徴を有する 19) 本症 ことが特徴とされるが20)，2症例の血媛(DrZimmerman 
の2症例では， vWF:Ag量は， 6-7%と著しく低下し， より提供)vWF:Ag値は 70%以上と正常であった.
Rcof活性はいずれも 5%以下であったが， Bcof活性は Bcof活性は 28%および 30%と明らかに低下し， Rcof活
























NP IIA 3.6 
Fig. 4. Enhanced botrocetin.induced platelet agglutination in a patient with type IIB vWD using formalin. 
fixed platelets. A total of 250μ1 mixture of formalin.fix巴dplatelets (300 x 103/μ1)， tested plasma (1/ 
5vol.) and TBS buffer pH 7.3 was incubated for 2min at 37'C， then 20μ1 of botrocetin was added to 
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Fig. 5. Relationships between Bcof and Rcof (left) ， Bcof and vWF: Ag (right) in patients 
with type I vWD. Pati巴ntswith type IIA vWD are indicated as open circ1es (③)， type 
IIB as c10sed circ1es (・)， type IIC as open triangles (b)， type IID as c10sed triangles 




















性も同様低下していた. Type IIEはsingle bandの
multimerを反復するが叫，本症の 2症例の血竣vWF:
Agは18%，20%で Bcof活性は 16%，25%， Rcof活性
は11%，12%とほぼ同じレベノレで低下していた..Type 
IIFは血築中 vWFの3%agarose gel上の 5band pat-
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Fig. 6. Ristocesin or botrocetin-induced binding of (12'1}2.2.9-1abeled v羽TFin type 1， type IIA 
and type IIB vWD plasmas. A 12.5μ1 of (12'1J悶2.2.9(21μg/ml; 1.5 X 109 cpm/mg)， 20μl 
of formalinイixedplatelets， 5μ1 of inhibitor cocktail and 70μ1 of plasma were incubat-
ed at 3TC for two hours and then a 12.5μ1 of ristocetin or botrocetin was added at the 
final concentration of 0-1.0mg/ml and ふ50μg/mlrespectively. After additional 30min 
incubation at room temperature， the bound radioactivity was measured and expressed 
as the amount of (12'1}2.2.9 bound to platelets. 
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Fig. 7. Ristocetin or botrocetin巴inducedbinding of [1251}2.2.9-1ab巴ledvWF in type IIC， IID， 
IIE and IIF vWD plasmas. A 12.5μ1 of [125日-2.2.9(21，ug/ml ; 1.5 x 10' cpm/mg)， 20μlof 
formalin-fixed platelets， 5μ1 of inhibitor cocktail and 70μ1 of plasma were incubated 
at 3TC for two hours and then a 12.5μ1 of riostocetin or botrocetin was add巴，dat the 
final concentration of 0-1.0rp.g/ml and 0-50μg/ml respectively. After additional 30min 
incubation at room temperatu町， the bound radioactivity was measured and expressed 



























様 vWFsubunit組成中の 52/48kDa fragmentであり
一方，血小板側の receptorはGPlbであることを報告し
た. 52/48 kDa fragmentの一次構造はvWFsubunitを










vWD各病型の血築 中の botrocetinあるいは ris-
tocetin存在下の血小板結合能は Fig.6およびFig.7の
如くであった. Botroc巴tin濃度 50μg/mlの点で比較す
ると， Type 1 vWDでは botrocetin存在下血小板結合
能は 0-70%の間にばらつきを示し，また ristocetin存
在下血小板結合能よりも全体的に高値を示した.










分離され た ヒ ト 血 小板凝集惹起作用を有する
botrocetinはその作用発現に ristocetinの場合と同様に
考
蛇毒 Botrocetinで発現されるvonWillebrand因子活性に関する研究 (27 ) 
純下vWFの血小板GPlbへの結合を抑制することを観













て，血友病A患者血毅 50サ γフ。ノレについて Bcof活性，
Rcof活性およびvWF:Agを測定したところ，し、ずれも
正常人血祭の値より高値を呈していたが vWF:Agと









Type I Aの8例では Bcof活性は 5%-30%でRcof活
性に比し低下度は軽度で、あった. Large multimerを欠
くが RIPAの尤進を特徴とする TypeI Bの3例では
Bcof活性は中等度に低下していた.しかしこれらの 3例




をとるのに対して， single sub bandが反復し，且つ
smallest bandの増強を特徴とする TypeIICの2例で
はRcof活性が 5%以下と低下していたが Bcof活性は










































以上の如く， Bcof活性は vWD各病型で Rcof活性と 性を測定し，更に， ristocetinおよびbotrocetin存在下に
同様低下していたが，病型によりその低下度に差異が認 これら患者血竣の血小板 GPlbへの結合能を検索した，
められた.Type IIA， IIC，およびIIFでは Rcof活性が 1. 血友病A患者の Bcof活性は， 152.6土108%で，
著減していたが Bcof活性はある程度出現していた Rcof活性及びvWF:Ag値と各々木目関係数民=0.92，r2 
(28 ) 西尾健治
0.93とよく相関した.
2. vWD患者の Bcof活性値は， Type 1 23例でく5%
-47%， IIA 8例は 5%-30%， IIB 3例は 24-40%，IIC 
3例なく5%及び 9%，IID 2例は 28%及び 30%，IIE 2例
は16%及び 25%，IIF 1例は 26%，Typ巴III3例はく5%
であった.
3. Botrocetin存在下血小板結合能は Type1 vWD 
ではか50%の聞にばらつき， ristocetin存在下血小板結
合能よりも高い値であった. Type IIA， IIC， IIFでは，
botrocetin存在下血小板結合能は中等度低下し，一方，
ristocetin存在下血小板結合能は著明に低下した.Type 
IIBでは，両者ともに 120-140%と允進した.Type IID， 
IIEでは両者とも中等度に低下していた.
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